
现代生物医学进展 biomed .cnjournals . com Progress in Modern Biomedicine Vol.19 NO.5 MAR.2019

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2019.05.006

干预气道杯状细胞 CLCA对 ARDS小鼠损伤程度及炎症机制的影响 *
郭晓雅 宋立强 梁家宁 杨学敏 陈 洁△

（空军军医大学西京医院呼吸与危重症医学科 陕西西安 710032）

摘要 目的：探讨干预气道杯状细胞 CLCA的表达与功能，对 ARDS小鼠肺脏损伤程度的影响，并通过体外细胞研究探讨其机制。

方法：制备 LPS诱导的 ARDS小鼠模型（ARDS组），并在此模型上分别进行干预，包括气道雾化吸入 CLCA非特异性阻断剂尼氟

灭酸（NFA）（NFA+ARDS组）、气道滴注 CLCA特异性抗体（ab-CLCA3）（ab-CLCA3+ARDS组）。HE染色观察各组小鼠肺部病理

及炎症特征，计算肺损伤评分。运用 hCLCA1-siRNA抑制人正常支气管上皮细胞系 16HBE中 hCLCA1的表达，采用 real-time

RT-PCR法验证抑制效果后，检测各组细胞合成多种炎症因子 mRNA水平的差异。结果：HE染色显示，ARDS组与 NFA+ARDS

组相比，肺部病理改变及炎症细胞浸润程度无明显差异，肺损伤评分也没有统计学差异（正常组：2.0± 0.71；ARDS组：6.8± 0.45，
NFA+ARDS组 7.4± 0.89，P>0.05）。与 ARDS组相比，ab-CLCA3+ARDS组肺部病理损伤及炎症细胞浸润程度明显加重，肺损伤

评分也升高（正常组：1.8± 0.83；ARDS组：7.6± 0.55，ab-mCLCA3+ARDS组 9.8± 0.83，P<0.05）。real-time RT-PCR检测证实成功

构建 hCLCA1低表达的 16HBE细胞系，同时 real-time RT-PCR结果显示 TNF-琢和 IL-1茁的 mRNA表达水平升高（P<0.05）。结
论：阻断气道 CLCA功能区域，可以加重 ARDS小鼠肺部病理损伤程度及炎症细胞浸润水平，提示气道杯状细胞 CLCA在 ARDS

小鼠肺部炎症形成过程中发挥抑制性调节作用。
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Effects of Intervention Airway Goblet Cell CLCA on the Injury Degree and
Inflammatory Mechanism of ARDS mice*

To investigate the effect of interfering with the expression and function of CLCA in airway goblet cells to
the lung injury degree of ARDS mice, and to explore its mechanism through cell research. The lipopolysaccharide (LPS) in-

duced ARDS mice through trachea drip.HE staining was employed to observe pulmonary inflammatory cell infiltration and pathological

change of the lung tissue in mice challenged NFA or mCLCA3 antibody. Real-time RT-PCR was used to test the mRNA and the protein

expression levels of hCLCA1 in 16-HBE cell lines, which were transfected hCLCA1-Si-RNA. Real-time RT-PCR was used to examine the
mRNA expression levels of multiple inflammatory factors. HE staining showed that there was no different between NFA mice

and control mice in the levels of lung tissue inflammation infiltration (Control group: 2.0± 0.71; ARDS group: 6.8± 0.45; NFA+ARDS

group: 7.4± 0.89, P>0.05). However, the infiltration degree of lung tissue inflammation infiltration is more noticeable in mice administrated

mCLCA3 antibody than the ARDS group (Control group: 1.8± 0.83; ARDS group: 7.6± 0.55; ab-mCLCA3+ARDS group: 9.8± 0.83,

P<0.05). Real-time RT-PCR results confirmed that there was a significant reduce in the mRNA expression levels of hCLCA1 in 16-HBE
cell lines transfected hCLCA1-Si-RNA, revealling a successful suppressed of hCLCA1 in 16-HBE cell lines. And Real-time RT-PCR re-

sults showed that the mRNA expression levels of TNF-琢 and IL-1茁 increased obviously in 16-HBE cell lines（P<0.05). The

decrease of mCLCA3 can aggravate the lung pathological damage degree and the pulmonary inflammatory response in ARDS mice.

These results revealed that CLCA secreted by airway goblet cells inhibit the inflammatory response in the process of ARDS.

ARDS; Airway goblet cells; CLCA
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前言
急性呼吸窘迫综合症（Acute respiratory distress syndrome，

824· ·

PDF 文件使用 "pdfFactory Pro" 试用版本创建           www.fineprint.cn

http://www.fineprint.cn


现代生物医学进展 biomed .cnjournals . com Progress in Modern Biomedicine Vol.19 NO.5 MAR.2019

ARDS）是由多种病因引起的肺内过度性、失控性炎症免疫反

应，临床上主要以急性、缺氧性呼吸衰竭为特征，影像学上则以

双肺渗出性病变及肺水肿为特征[1]，是重症监护病房（ICU）常

见危重病，因病死率居高不下(30％～ 50％ )而备受关注[2]。随着

近年来对 ARDS的深入研究发现，“炎症是 ARDS的本质”这

一观点已被大多数学者所认可[1]。目前认为，中性粒细胞、巨噬

细胞及血管内皮细胞等分泌的多种炎性介质的参与是 ARDS

发病的重要机制之一[3,4]。因此，控制 ARDS发生与发展过程中

级联放大的炎症反应是救治该疾病的关键点及难点。近年来研

究已经认识到，气道功能障碍是导致 ARDS患者肺损伤的一个

重要因素[5]，但是气道上皮杯状细胞的角色目前仍研究不足。在

外界因子的刺激下，位于气道防御屏障第一线的杯状细胞能迅

速分泌粘蛋白，并参与黏液 -纤毛清除系统的防御功能 [6]；此

外，应激状态时还能分泌一种特异性钙激活氯离子通道蛋白

（Calcium-activated chloride channel，CLCA）。CLCA在人类和小

鼠的基因型分别是 hCLCA1和 mCLCA3（两者异种同源）。既

往多项研究证实，CLCA在哮喘、COPD、肺囊性纤维化等慢性

炎性疾病中表达水平增高，并促进气道黏液高分泌症状的形

成，其在这些疾病慢性炎症发生机制中的角色尚在探索之中[7-9]。

那么，阻断该特定 CLCA的功能对 ARDS起到促进还是抑制

作用，是值得探讨的课题。尼氟灭酸（niflumic acid，NFA）是目

前欧洲广泛使用的非甾体类抗炎药，也是实验中常用的一种

CLCA阻断剂。为此，本研究运用 NFA和 mCLCA3特异性抗

体（ab-mCLCA3）在体干预小鼠，同时抑制 HBE 细胞系中
hCLCA1的表达，旨在观察 CLCA与小鼠肺部病理及炎症浸润

严重程度及与细胞炎症因子表达水平的关系，从而证实 CLCA

在 ARDS中的作用，为进一步临床干预 ARDS提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 动物与分组 SPF级 6-8周雄性 C57BL/6小鼠 30只，

随机分为 2部分实验，每部分 3组，每组 5只，第一部分是正常
对照组（Control组）、LPS（10 mg/kg）诱导的（ARDS组）、干预组

（NFA-ARDS组）；第二部分是正常对照组（Control组）、LPS（10

mg/kg）诱导的（ARDS组）、干预组（ab-mCLCA3-ARDS组）。另

外动物购自空军军医大学实验动物中心。

1.1.2 细胞系 本实验使用正常人支气管上皮细胞 HBE细胞
系，购自 ATCC并由实验室培养并保存。

1.1.3 材料试剂 LPS（Escherichia coli055：B5）购自 Sigma 公

司；1%戊巴比妥钠购自 Sigma公司；生理盐水（saline）购自 Sig-

ma公司；尼氟灭酸（NFA）购自 Sigma公司；mCLCA3特异性抗

体（ab-mCLCA3）购自 Abcam公司；DMEM培养基购自 GIB-

CO公司；胎牛血清（FBS）购自 GIBCO公司；胰酶购自 GIBCO

公司；Lipofectamine 2000购自 Invitrogen公司；hCLCA1-siRNA

购自广州锐博公司；4 %多聚甲醛溶液购自 Sigma公司；DEPC

水购自北京天为时代科技公司；Trizol细胞裂解液购自 Invitro-

gen公司；反转录试剂盒购自 TOYOBO公司；SYBR Green Re-

al-time PCR Master 购自 TOYOBO 公司；real-time RT-PCR

hCLCA1引物：由 Primer5.0软件设计 hCLCA1（Gene_ID 1179）

上游序列为 5-CCTAGTCCTGATGAAACGTC-3；下游序列为：

5-GTTCTCCTATCCACTTCCAC-3，产物长度为 103 bp，由上

海生工生物工程股份有限公司合成；real-time RT-PCR 茁-actin

引物购自上海生工生物工程股份有限公司；兔抗鼠 mCLCA3

一抗购自 Abcam公司；鼠抗鼠茁-actin一抗购自 Abcam公司；

山羊抗兔二抗购自 Abcam公司；山羊抗鼠二抗购自 Abcam公

司；蛋白酶抑制剂 Cocktail购自 Sigma公司；RIPA裂解液购自

碧云天公司；Western Blot 相关试剂购自碧云天公司；4×
Laemmli Sample Buffer 购自 Bio-Rad 公司；Millipore chro-

mogenic kit显影液购自 Billerica公司。
1.2 方法
1.2.1 运用尼氟灭酸（NFA）气道雾化小鼠 将 15只雄性 6-8

周龄 C57小鼠随机分为三组：对照组（Control组）、LPS刺激组

（ARDS组）和干预组（NFA-ARDS组）。给予小鼠腹腔注射 1 %

戊巴比妥钠 Control组小鼠气道滴注 saline 50 滋L；ARDS组小

鼠气道滴注 LPS10 mg/kg，总体积 50 滋L；NFA-ARDS组小鼠先

气道雾化 NFA（20 滋L/mL）半小时，麻醉后气道滴注 LPS10

mg/kg，总体积 50 滋L。24 h后收取样本。
1.2.2 运用 mCLCA3特异性抗体（ab-mCLCA3）气管滴注小鼠

将 15只雄性 6-8周龄 C57小鼠随机分为三组：对照组（Control

组）、LPS 刺激组（ARDS 组）和干预组（ab-mCLCA3-ARDS

组）。给予小鼠腹腔注射 1 %戊巴比妥钠，待其昏迷后 Control

组小鼠气道滴注 saline50 滋L；ARDS组小鼠气道滴注 LPS（10

mg/kg），总体积 50 滋L；abCLCA3-ARDS组小鼠先后气道滴注
abCLCA3（4 滋L）和 LPS（10 mg/kg）。24 h后收取肺组织。
1.2.3 收取小鼠的肺组织 给小鼠腹腔注射麻药后，暴露小鼠

胸腔，分离小鼠双肺组织，保存于 4 %多聚甲醛溶液中，做好标

记，用于包埋、切片。

1.2.4 HE染色观察小鼠肺部病理情况，计算肺损伤评分 取

左侧肺组织，置于 4 %多聚甲醛溶液中固定，石蜡包埋切片，经
HE 切片染色后在显微镜下观察肺部形态。参照 Katsuya

Mikawa[11]等的方法以 4项指标进行肺损伤半定量评分：肺泡充

血；出血；间隙或血管壁中性粒细胞浸润或聚集；肺泡间隔增厚

或透明膜形成。0分：极轻度损伤；1分：轻度损伤；2分：中度损

伤；3：重度损伤；4分：严重损伤。4项指标得分相加作为总分[10]。

1.2.5 正常人支气管上皮细胞 HBE细胞系培养 本实验使用

正常人支气管上皮细胞 HBE细胞系，培养于含有 10 %胎牛血

清（FBS）、100 U/mL 青霉素、100 滋g/mL 链霉素（双抗）的
DMEM培养基中，置于 5 % CO2、37 ℃的孵箱中培养。

1.2.6 hCLCA1-siRNA转染 HBE细胞系 实验分为阴性对照

组（NC组）、空白对照组（Control组）、转染组（hCLCA1-siRNA

组）、刺激组（ARDS 组）和转染 + 刺激组（hCLCA1-siR-

NA+ARDS组）。将 HBE细胞接种于 12孔板，用不含抗生素的
DMEM 培养基培养细胞，待细胞长至 80 % -90 %转染
hCLCA1-siRNA。用不含血清的 DMEM培养基稀释质粒，加入
Lipofectamine 2000，轻轻混匀；在 5 min之内将稀释的 Lipofec-
tamine 2000 分别与 hCLCA1-siRNA 轻轻混匀，室温静置 20
min；将转染试剂混合液分别加入每个孔内，轻摇孔板混匀；37
℃的 CO2孵箱里孵育 4-6 h，换成含血清 DMEM培养基；转染
后培养 48小时，加或不加 LPS处理细胞 24 h，收集 mRNA 与

细胞蛋白，低温保存。
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1.2.7 real-time RT-PCR鉴定 hCLCA1基因是否被特异性抑制

首先提取 HBE 细胞系总 RNA，检测 HBE细胞系总 RNA 浓
度，经逆转录后通过实时定量 PCR检测 hCLCA1 mRNA水平

的表达变化。

1.2.8 real-time RT-PCR检测炎症因子 TNF-琢和 IL-1茁的表达
提取 HBE细胞系总 RNA，检测 HBE细胞系总 RNA浓度，经

逆转录后通过实时定量 PCR检测炎症因子 TNF-琢、IL-1茁 mR-

NA水平的表达变化。
1.3 统计学分析
统计学处理采用 SPSS 19.0统计软件进行统计学处理。计

量资料以 x± s表示，两组间比较采用 t检验，不同组间比较采

用单因素方差分析。P<0.05认为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 HE染色观察 NFA气道雾化小鼠的肺部病理及肺损伤评分
小鼠肺部 HE染色切片镜下观察显示：对照组小鼠肺部结

构清楚；ARDS组小鼠肺组织正常结构被破坏，肺泡上皮弥漫

性损伤，肺间质出血伴有大量的炎性细胞浸润，肺损伤评分明

显升高。给予 NFA雾化后小鼠肺部病理与 ARDS组小鼠大致

相同，肉眼上无明显变化；两组的肺损伤评分无统计学差异

（Control 组：2.0 ± 0.71；ARDS 组：6.8 ± 0.45，NFA+ARDS 组
7.4± 0.89，P>0.05）（图 1）。

图 1 HE染色观察小鼠肺部病理情况及肺损伤评分情况（A: Control组；B：ARDS组；C：NFA+LPS组；D：肺损伤评分）。HE染色显示三组之间

的形态学基本一致，LPS刺激组和 NFA干预组的小鼠肺损伤评分无统计学差异（Control组：2.0± 0.71；ARDS组：6.8± 0.45，NFA+LPS组 7.4±

0.89，P>0.05）。

Fig.1 HE staining was used to observe the pulmonary pathology and lung injury score of mice (A: Control group; B: ARDS group; C: NFA+LPS group;

D: lung injury score). HE staining showed that there was no different between NFA mice and control mice in the levels of lung tissue inflammation

infiltration(Normal group: 2.0± 0.71; ARDS group: 6.8± 0.45; NFA+ARDS group: 7.4± 0.89, P>0.05).

2.2 HE染色观察 ab-mCLCA3气道滴注小鼠肺部病理及肺损

伤评分

小鼠肺部 HE染色切片镜下观察显示：对照组小鼠肺部结

构清楚；ARDS组小鼠肺组织正常结构被破坏，肺泡上皮弥漫

性损伤，肺间质出血伴有大量的炎性细胞浸润，肺损伤评分升

高。给予 ab-mCLCA3后的小鼠肺部炎症因子浸润更加重，肺损

伤评分更高 （Control 组：1.8 ± 0.83；ARDS 组：7.6 ± 0.55，
ab-mCLCA3+ARDS组 9.8± 0.83，P<0.05）（图 2）。
2.3 从 mRNA分子水平鉴定 hCLCA1基因是否被特异性抑制

real-time RT-PCR对细胞内 hCLCA1基因表达检测，扩增

结果显示：转染 hCLCA1-siRNA 后，HBE细胞系中，hCLCA1

的 mRNA表达水平低于 NC组（P<0.05）。hCLCA1基因的表达
明显受到抑制，hCLCA1-siRNA 对目的基因的抑制效率达到

70%以上（图 3）。
2.4 real-time RT-PCR 检测 HBE 细胞系中炎症因子 TNF-琢 和
IL-1茁的表达情况

real-time RT-PCR对细胞内 TNF-琢和 IL-1茁基因表达检测
（图 4），扩增结果显示：ARDS组细胞中的 TNF-琢和 IL-1茁的
mRNA 表达水平明显高于 Control 组，hCLCA1-siRNA+ARDS

组细胞中的 TNF-琢 和 IL-1茁 的 mRNA 表达水平均明显高于
ARDS组细胞（P<0.05）。

3 讨论

急性呼吸窘迫综合症（Acute respiratory distress syndrome，
ARDS）是一种急性、弥漫性、炎症性肺损伤，ARDS的发病率仍

高居不下，关键原因是其发病机制仍未完全阐明。无论是直接
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图2 HE染色观察小鼠肺部病理情况（A: Control组；B：ARDS组；C：ab-mCLCA3+LPS组；D：肺损伤评分）。HE染色显示给予抗体后小鼠肺部

损伤更加明显，炎症因子浸润更加明显。肺损伤评分结果显示 ab-mCLCA3干预组小鼠比 LPS刺激组小鼠明显升高（Control组：1.8± 0.83；

ARDS组：7.6± 0.55，ab-mCLCA3+LPS组 9.8± 0.83，P<0.05）。

Fig.2 HE staining was used to observe the pulmonary pathology in mice (A: Control group; B: ARDS group; C: ab-mCLCA3 +LPS group; D: lung injury

score). HE staining showed that infiltration degree of lung tissue inflammation infiltration is more noticeable in mice administrated mCLCA3 antibody

than the control mice. The infiltration degree of lung tissue inflammation infiltration is more noticeable in mice administrated mCLCA3 antibody than the

ARDS group( Control group: 1.8± 0.83; ARDS group: 7.6± 0.55; ab-mCLCA3+ARDS group: 9.8± 0.83, P<0.05).

图 3 real-time RT-PCR检测细胞内 hCLCA1基因表达的情况。转染

hCLCA1-siRNA后，HBE细胞系中 hCLCA1的 mRNA表达水平低于

NC组（P＜0.05）

Fig.3 Real-time RT-PCR results confirmed that there was a significant

reduce in the mRNA expression levels of hCLCA1 in 16-HBE cell lines

transfected hCLCA1-Si-RNA(P＜0.05)

图 4 real-time RT-PCR检测细胞内 TNF-琢和 IL-1茁基因的表达情况。
细胞转染后 TNF-琢和 IL-1茁的 mRNA表达水平均明显升高（P<0.05）

Fig.4 Real-time RT-PCR results showed that the mRNA expression levels

of TNF-琢 and IL-1茁 increased obviously in 16-HBE cell lines(P<0.05)

性还是间接性肺部损伤引起的 ARDS，炎症反应始终贯穿整个
ARDS发展过程，由免疫细胞释放的大量炎性因子是介导肺部

炎症反应的关键[2]。虽然 ARDS炎症风暴的启动机制仍不甚清

楚，但普遍认同中性粒细胞是引发 ARDS病理生理改变的关键

细胞。中性粒细胞从血管迁移到肺泡间质和肺泡腔，是 ARDS

启动的必要条件，需要在 CXCL等趋化因子辅助下完成。过度

激活的中性粒细胞大量释放超氧化物、弹性蛋白酶和花生四烯

酸类代谢产物，直接及间接损伤肺泡上皮细胞及肺泡毛细血管

内皮细胞。同时肺泡与肺间质内积聚富含蛋白、多种炎症细胞

的超量水肿液，肺表面活性物质减少，引起肺不张，肺内分流增

加，加重低氧血症。临床研究证实，ARDS患者 BALF中性粒细

胞的数量与病症的严重程度呈正比。耗尽中性粒细胞或阻断中

性粒细胞的趋化因子，可以明显减轻 ARDS[12,13]。气道上皮细胞

是重要的肺脏结构细胞，直接与外界环境接触，是肺脏的第一
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道防御屏障。越来越多的证据表明，气道上皮细胞不是单纯的

物理屏障，在受到病原体、烟雾或过敏原等刺激时，能分泌多种

细胞因子及炎性介质（包括 IL-1茁、TNF-琢、IL-6、IL-11、GM-CSF

和 EGF等），启动和调控肺部炎症性病变的发生与发展[6]。目前

气道上皮细胞在 ARDS发生中的地位，还不甚清楚。其中，气道

上皮中杯状细胞的角色日益受到关注。在外界因子刺激下，它

参与反应迅速的黏液 -纤毛清除系统工作，应激状态下还能

“旁分泌”一种特异性钙激活 Cl-通道蛋白（Calcium-activated

chloride channel, CLCA）。最初认为 CLCA是跨膜蛋白，目前确

认 CLCA是分泌型蛋白，其裂解的 N端肽段对 Cl-通道具有调

节作用，能调节黏液蛋白的合成[14,15]。CLCA在哮喘、COPD等

慢性炎性疾病中高度活跃，能促进气道黏液高分泌症状的形

成，其在这些疾病慢性炎症发生中的角色逐渐被人们关注。近

年来，很多研究结果均揭示 CLCA除了能够调节杯状细胞增生
与气道黏液的分泌，还能够在机体的固有免疫应答中抑制组织

炎症反应[16-19]。

在本实验研究中，我们试图观察 CLCA的降低与炎症因子

浸润严重程度的关系，从而得出 CLCA在 ARDS中发挥的是

促炎作用还是抑制炎症而保护肺部的作用。尼氟灭酸（NFA）是

目前欧洲广泛使用的非甾体类抗炎药，也是目前实验中常用的

一种 CLCA阻断剂[20]。在本实验研究中，与对照组小鼠相比，

NFA气道雾化小鼠的肺部炎症病理情况并没有明显差异。而

给予特异性 mCLCA3抗体（ab-mCLCA3）后，小鼠肺部炎症因

子浸润明显加重，肺损伤评分明显升高。分析其可能原因是，既

往早期功能研究显示，CLCA为跨膜氯离子通道蛋白，而后期

结构研究确认 CLCA为气道上皮杯状细胞旁分泌型蛋白，其作

为一种生物媒介可以作用于多种细胞（包括炎症细胞和结构细

胞）[14,15]。其中包括能通过某种机制（如调控 Cl-离子通道的开

闭，以及下游 MAPK、NF-资B等途径）作用于巨噬细胞等免疫提

呈细胞，从而调控这些细胞合成和分泌炎症趋化相关因子，最

终调控中性粒细胞的聚集程度[21,22]。NFA直接阻断氯离子通道，

不能减少杯状细胞，对炎症细胞的产生和分泌并无任何影响，

而给予 ab-mCLCA3抗体后，从源头干预了 CLCA，从而调控炎
症因子的合成和分泌，导致肺部炎症因子浸润加重，肺损伤评

分升高，而 CLCA分泌出来后作用于上皮细胞的通路及机制目
前尚不清楚。由此，我们推测 CLCA在 ARDS的发病过程中可
能会起到抑制炎症发展的作用，CLCA 的分泌不足会加重
ARDS的炎症病理反应。这一推测在进一步的细胞实验中也得
到证实，我们将特异性下调人 hCLCA1表达的 siRNA质粒转
染至正常人支气管上皮细胞 HBE细胞系中，观察到特异性降
低 hCLCA1的表达后，可提高 HBE细胞的炎症因子 TNF-琢和
IL-1茁的 mRNA表达水平。这与体内干预研究的结果一致，进
一步证实了 CLCA在 ARDS的发病过程中起到抑制炎症发展
的作用。

综上所述，我们通过体内体外研究直接阻断气道 CLCA功
能可以加重 ARDS小鼠肺部病理损伤程度及炎症细胞浸润水
平，降低上皮细胞合成 TNF-琢和 IL-1茁是降低肺泡损伤水平的
机制之一，提示气道杯状细胞 CLCA在 ARDS小鼠肺部炎症

形成过程中发挥抑制性调节作用，此结论还需要更多的动物实

验进一步验证。这为进一步阐明 ARDS的炎症形成机制提供新

的理论基础。
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